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La presente invention est relative a la production 
d f acide clavulanique et de ses sels par fermentation de 
Street oavces ,i umon.i inensis . 

L* acide clavulanique qui est un compose antibacterien 
utile de formule (I) : 
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et ses sels et esters sont decrits dans le brevet beige n° 
827.926. Le brevet beige n° 827.926 decrit egalement la preparation 
de l 1 acide clavulanique et de ses derives par fermentation de 
1 5 StreTDtomvces clavul igerus . 

Le Stre-ptomvces 1 umon.i inensis a £te decrit dans le brevet 
beige n° 804.341 comme produisant un agent antibacterien autre que 
l 1 acide clavulanique. Les recherches ayant abouti h l 1 invention ont 
montre que de I 1 acide clavulanique est egalement produit lors de la 
20 culture de Strept omyces .1 umon.i inensis . 

En consequence, la presente invention a pour objet un 
proc£d€ de preparation de l f acide clavulanique et de ses sels, 
caractdris^ en ce qu'on effectue la culture d'une souche de 
3treptomvces .i umon.i inensis et en ce qu'on recupere l f acide 
25 clavulanique ou son sel k partir de la culture* 

Judicieusement, l f acide clavulanique est recuper^ sous 
forme de ses sels solides de lithium, sodium, potassium, calcium, 
magnesium, baryum, aluminium, ammonium ou ammonium substitue. 
Comme sels d' ammonium substitu^ de maniere appropri^e, on peut 
30 mentionner les sels d* ammonium primaire, secondaire, tertiaire 
et quaternaire. 

Judicieusement, l 1 acide clavulanique est recupere sous 
forme de son sel de m^tal alcalin solide, tel que son sel de 
sodium ou de potassium. 
35 Par l 1 expression "sels solides de I 1 acide clavulanique", 

on entend les sels cristallins et les sels amorphes de 1' acide 
clavulanique. Judicieusement, les sels de 1' acide clavulanique 
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sont obtenus sous forme de sels cristallins, par exemple sous 
forme de sel cristallin constitu£ par le clavulanate de sodium 
t^trahydrate ou les sels cristallins de potassium ou de lithium, 
De preference, on utilise Streptomyces .iumon.iinensis 
5 1£RRL 5741 ou un mutant de ce microorganisme au cours du procede 
selon l f invention. 

Streptomyces .iumon.iinensis NRRL 5741 a dgalement et6 depo- 
se a Baarn aux Pays-Bas sous la reference CBS 177.76, et a la 
collection allemande de Microorganismes DSN. 

10 Lorsqu'on utilise dans la prdsente description le terme 

"culture", il designe le developpement a^robie delib&rd d'un 
organisme produisant de l'acide clavulanique en presence de sources 
assimilables de carbone, d* azote et de sels mineraux. Un tel 
developpement ou croissance aerobie peut avoir lieu dans un milieu 

15 nutritif solide ou semi-solide, ou dans un milieu liquide dans 

lequel les substances nutritives sont dissoutes ou en suspension. 
La culture peut avoir lieu sur une surface aerobie ou par culture 
immerg^e. Le milieu nutritif peut Stre compost de substances 
nutritives complexes ou peut Stre defini chimiquement . 

20 Le brevet beige n° 804.341 decrit les conditions g£n£rales 

de la culture de Streptomyces .iumon.iinensis . 

La Demanderesse a constate que des milieux contenant des 
substances nutritives complexes telles que de l'extrait de levure, 
de la farine de graines de soja et des substances analogues sont 

25 particuliferement approprides. 

Les milieux nutritif s qui ont e±6 utilises pour la culture 
de Streptomyces .i umon.i inensis peuvent contenir de 0,1 h 10# d f une 
source d f azote complexe organique telle que de l'extrait de levure, 
de la liqueur de maceration de mais, de la proteine veg^tale, de la 

30 proteine de graines, des produits d'hydrolyse de ces prolines, des 
produits d'hydrolyse de proteines du lait, des extraits de poisson 
et de viande et des produits d'hydrolyse tels que des peptones. Bn 
variante, on peut utiliser des sources d* azote chimiquement defi- 
nies, telles que de I'uree, des sels d* ammonium, des amides, des 

35 amino-acides courants seuls ou en melanges, tels que la valine, 
l'asparagine, l'acide glutamique, la proline et la phenylalanine. 
On peut inclure de l 1 hydrate de carbone (de 0,1 k 5$>) dans les 
milieux nutritif s. L'amidon ou les produits d , hydrolyse de l'amidon 
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tels que la dextrine, la saccharose, le lactose ou d'autr s sucres 
ou le glycerol ou les esters de glycerol peuvent aussi Stre 
utilises. Les sources de carbone peuvent aussi provenir d'huiles 
v^getales ou de graisses animales. les acides carbosyliques et leurs 
5 sels peuvent Stre inclus comme source de carbone pour la croissance 
et la production d'inhibiteurs de P-lactamase. 

L* addition d 1 agents anti-mousse (tels que Pluronic L81 ) 
peut §tre necessaire pour combattre la formation de mousse de 
certains milieux dans des fermenteurs. 
- 10 On peut aj outer des sels mineraux tels que NaCl, KOI, 

HgCl 2 , ZnCl 2 , PeCl 5 , ffa 2 SC> 4 , FeS0 4 , MgS0 4 et des sels de Na + ou E + 
de l'acide phosphorique aux milieux decrits ci-dessus, en parti- 
culier s'ils sont chimiquement ddfinis ; CaCO^ peut Stre ajoute 
comme source d'ions Ca*"*" ou pour son action tampon, 
15 Des sels d f oligo-elements tels que le nickel, le cobalt 

ou le manganese peuvent aussi §tre inclus. On peut aj outer des 
vitamines si desir£. 

Lorsqu'on utilise dans la presente description le terme 
"mutant", on entend toute souche de mutant qui est obtenue sponta- 
20 nement ou par I'effet d f un agent externe, que cet agent externe 
soit applique deliberement ou d'une autre maniere. Comme proc^des 
appropries h la production des souches de mutants, on peut 
mentionner les precedes decrits dans le brevet beige n° 827. 926, 
La culture de Streptomvces .i umoni inensis a normalement 
25 lieu entre une temperature comprise entre 16 et 35 °C* habituelle- 
ment entre 20 et 32°C, et de preference entre 25 et 30<>C, par 
exemple d* environ 27°0, et h un pH compris entre 5 et 8,5 et plus 
judicieusement entre 6 et 7,5. 

Le Strerttomvces riumon.i inensis peut Stre cultive dans les 
30 milieux ci-dessus dans des recipients classiques tels que des 

flacons coniques en verre aeres par agitation, par exemple en les 
secouant sur un dispositif de secouage rotatif ou dans des 
fermenteurs aer£s, par exemple dans des fermenteurs en acier 
inoxydable a chicanes agites au moyen de roues h aubes et aeres au 
35 moyen d'un dispositif d'aeration. La fermentation peut aussi Stre 
effectu^e de maniere continue* 

Le pH de depart de la fermentation est, de maniere typique, 
de 7,0, et le rendement maximal en acide clavulanique est obtenu en 
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1 a 10 jours entre 20 et 32°C, par exemple en 2 k 5 jours. 

L'acide clavulanique sous forme de ses sels peut §tre 
extrait du filtrat de culture par divers proc^des, comme ceux 
decrits dans le brevet beige n° 827* 926, L' extraction par un solvant 
5 du filtrat de culture froid regie k des valeurs de pH acides et les 
procedes bas£s sur la nature anionique du metabolite, tels que 
l 1 utilisation de resines echangeuses d'anions, se sont rev&L^s 
particuli&rement utiles. On elimine norxnalement d'abord les 
cellules de Streptomyces .i umon.1 inensis du milieu de fermentation 
10 par filtration ou centrif ugation avant de commencer les operations 
d' extraction. 

Dans le procede d' extraction au moyen d f un solvant, le 
filtrat de culture est refroidi et le pH abaiss6 a une valeur de 
l'ordre de 2 a 3 par 1'addition d'un acide, tandis qu'on melange 

15 intimement avec un solvant organique non miscible k I'eau tel que 
1* acetate de n-butyle, la methylisobutylcetone , le n-butanol ou 
l f acetate d'ethyle. L'acide utilise pour abaisser le pH du milieu 
est norxnalement un acide mineral tel que les acides chlorhydr ique , ' 
sulfurique, nitrique, phosphor ique ou un acide analogue* Le 

20 n-butanol est un solvant particulierement approprie a une utilisa- * 
tion dans l f extraction du filtrat acidifie de la culture. Apres 
separation des phases par centrif ugation, le metabolite constitue 
par l'acide clavulanique est extrait a nouveau de la phase de 
solvant au moyen de bicarbonate de sodium aqueux ou de tampon de 

25 phosphate acide de potassium, d'une suspension de CaCO^ ou d'eau, 
tandis qu'on maintient le pH sensiblement a neutrality, par 
exemple k pH 7,0. Cet extrait aqueux peut §tre concentre, apres 
separation des phases, sous pression reduite et lyophilise avec 
obtention d f une preparation brute d'un sel d f acide clavulanique. 

30 Cette preparation est stable lorsqu'elle est stockde sous forme 
d'un solide sec k -20°C. 

Dans le procede avec resine echangeuse d'anions, on met en 
contact le filtrat de la culture, a un pH approximativement neutre 
ou legerement acide, par exemple de 6 k 7, avec un lit d'une resine 

35 echangeuse d'anions a base faible ou forte, telle que la resine 
Amberlite IR4S ou Zerolit FPIP, habit uellement jusqu'k ce que la 
resine soit saturee et que la mati&re formee par l'acide clavula- 
nique emerge du lit. On lave alors le lit k l'eau et on elue au 
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moyen d'une solution saline aqueuse, telle qu'une solution de 
chlorure alcalin, par exemple de chlorure de sodium. Les fractions 
contenant de l 1 acide clavulanique sont recueillies, reunies en une 
masse, debarrassees du sel et lyophilis^es de maniere a obtenir un 
5 sel solide brut de 1' acide clavulanique. L'Amberiite IH4B est un 
exemple d*une resine £changeuse d 1 anions faiblement basique avec 
des groupes polyamine actif s et un support de polystyrene^ 
divinylbenzene reticule. Comme autres resines echangeuses d f anions 
faiblement basiques, on peut mentionner I'Amberlite IBA68 et IHA93. 
10 Le Zerolit 3?FIP est une resine echangeuse d* anions fortement basi- 
que, avec des groupes actif s d 1 ammonium quaternaire et un support 
de polyvinyl-divinylbenzene reticule. Les resines equivalentes a 
Zerolit PPIP cdmprennent I'Isopor PFIP et le DeAcidite FPIP SRA 64, 
61 et 62. 

1 5 TJne variante du procede d 1 extraction consiste a mettre en 

contact le f iltrat de la culture (habituellement a un pH a peu 
pr&s neutre) contenant un sel de l 1 acide clavulanique avec une 
phase organique dans laquelle est dissoute une amine insoluble 
dans l'eau. Comme solvants organiques appropries, on peut mention- 

20 ner des solvants polaires classiques non miscibles h. I'eau tela que 
la methylisobutylcetone, le trichlorethylene et les solvants 
analogues. Comme amines appropriees, on peut mentionner les amines 
secondaires ou tertiaires dans lesquelles l'un des groupes 
substituants est un groupe aliphatique a longue chaine, ayant par 

25 exemple de 12 h. 16 atomes de carbone, et 1» autre est un groupe 
alcoyle tertiaire, de sorte que la molecule est lipophile. 
Suivant les constatations de la Demanderesse, I'Amberlite LA2 
s'est revel^e comme ^tant une amine donnant des resultats positifs. 
Kbrmalement, l 1 amine est utilisee sous forme de son sel d' addition 

30 avec un acide. Apr&s ce proced6 d 1 extraction, l 1 acide clavulanique 
est present dans la phase organique sous forme du sel d f amine. 

La phase organique est alors s^paree du f iltrat de la 
culture. L 1 acide clavulanique peut Stre extrait par une solution 
aqueuse de sel de metal alcalin, tel que le chlorure de sodium, 

35 le nitrate de sodium ou un sel analogue. Le sel brut de l f acide 
clavulanique peut alors Stre obtenu par lyophilisation ou par un 
procede analogue. 

Comme autres proced^s primaires d'isolement pouvant gtre 
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utilises, on peat mentionner les procedes classiques tels que 
I 1 adsorption sur da carbone, la precipitation, le relargage et la 
filtration molecalaire* Ces procedes sont normalement utilises 
conjointement a d'autres procedes d'isolement. 
5 L* adsorption sur da carbone peat §tre effectaee de maniere 

appropriee en faisant passer une solution aqueuse du filtrat de 
culture a travers un lit de charbon, par exemple en lui faisant 
descendre une colonne contenant da charbon actif . Le lit de charbon 
est alors lave de maniere appropriee h l'eau et ce lit est ensuite 

10 eiue au moyen d'un solvant aqueux miscible k l'eau, tel qu'une 

cetone, par exemple l f acetone, et les fractions contenant I'acide 
clavulanique sont retenues. II est souvent judicieux d'eluer 
d f abord avec de l f acetone et ensuite avec de 1* acetone aqueuse ♦ 
II peut souvent Stre commode de preparer de I'acide 

15 clavulanique sous forme d'un sel relativement insoluble dans I'eau, 
tel que le sel de lithium, Dans ce cas, la precipitation et le 
relargage sont des procedes Utiles de preparation^ La precipitation 
peut judicieusement Stre effectuee en ajoutant un solvant organique 
insoluble dans l r eau a une solution aqueuse du sel relativement 

20 insoluble dans l'eau de l'acide clavulanique, par exemple de 

clavulanate de lithium* Ce procede peut judicieusement Stre effectue 
en mettant en contact un sel de l'acide clavulanique avec un sel de 
lithium, soit par elution a partir d'une colonne, soit par dissolu- 
tion des sels dans la m6me solution et addition du solvant miscible 

25 a l'eau a la solution contenant le clavulanate de lithium, en 
precipitant ainsi ce clavulanate de lithium, 

Le clavulanate de lithium peut Stre relargue dans une 
solution aqueuse contenant du clavulanate de lithium en presence 
d'un compose ionique de lithium, qui est judicieusement le sel de 

30 lithium utilise pour former le clavulanate de lithium, en augmentant 
la concentration des ions lithium dans la solution, de sorte que la 
solubilite du clavulanate de lithium a la temperature concernee est 
fortement depassee. Stant donne que le clavulanate de lithium est 
moins soluble h des temperatures inferieures, le present procede est 

35 effectue de maniere appropriee b, une temperature plus basse, par 
exemple comprise entre 0 et 5°C. 

Une purification ulterieure des solides bruts obtenus par 
les procedes decrits ci-dessus peat §tre obtenae au moyen de divers 
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procedes, mais une chromatographic en colonne echangeuse d^ons 
est particulierement appropriee, en particulier lorsqu'on utilise 
l'Isopor, le DeAcidite FFIP SRA64 ou la cellulose DEAE* La colonne 
de DeAcidite peat §tre soumise a une elution par gradients au moyen 
d'une solution aqueuse d'un sel tel que le chlorure de sodium 
(0 h 0,5 M). La colonne de DEAE-cellulose dans un tampon au 
phosphate 0,01H a pH 7 peut §tre elu£e avec une solution saline, 
normalement une solution de chlorure de metal alcalin, telle qu'une 
solution de NaCl (0-0, 2M NaCl dans tampon au phosphate 0,01M a 
pH7)» Les fractions actives peuvent Stre decelees par leur 
activite d f inhibition de la P-lactamase et leur activite sur le 
systeme BAG, toutes deux etant decrites dans le brevet beige 
n° 827.926. 

Les fractions presentant la majeure partie de cette 
activite sont alors combinees et concentrees a un petit volume sous 
vide et ddbarrassees des sels. 

La separation de l'acide clavulanique et (ou) de ses sels 
par rapport aux sels inorganiques en particulier, inais egalement 
aux autres impuretes, peut Stre realisee en adsorbant la substance 
anti-bacterienne sur une resine lipophile sur laquelle les sels 
inorganiques ne sont pas adsorbes. Suivant les constatations de la 
Demanderesse, un copolymere de polystyrene-divinylbenzene tel que 
l , Amberlite XA35-4 est particulierement approprie ; l f antibiotique 
desire peut Stre elimine de la colonne par elution (elution a 
l 1 eau ou avec un alcanol aqueux) et la solution resultant e peut 
£tre concentree par evaporation et lyophilisee avec obtention d'une 
matifere de purete amelioree. La separation de I'acide clavulanique 
et (ou) de ses sels par rapport aux sels mineraux peut aussi Stre 
effectuee de maniere appropriee par chromatographic sur une 
colonne composee d f un agent de filtration en gel, par exemple des 
gels de dextrane reticules teis que Sephadex G15 et des gels de 
, polyacrylamide tels que Biogel P2. 

(Biogel P2, Sephadex G15 et Amberlite XAD-4 sont produits 
respectivement par Bio Had a Richmond, Etats-Unis d'Amerique, par 
Pharmacia Great Britain Ltd. ; 75 Uxbridge Road, Londres W.5, 
Royaume-Uni et par Rohm & Haas, a Philadelphie , Etats-Unis 
d 1 Amerique). 

La matiere active debarrassee des sels peut Stre purifi^e 
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davantage par chromatographies par exemple sur une colonne de 
cellulose, en utilisant un systeme solvant h alcool aqueux, par 
exemple un melange de butanol/ethanol/eau comme phase sup^rieure 
dans une proportion de 4/1/5 en volume/volume* 
5 Suivant une variante du procede de preparation d f une forme 

pure de l*acide clavulanique ou de ses sels, on produit une forme 
impure de I'acide clavulanique ou de son sel, on forme un ester de 
l'acide clavulanique d'une maniere classique, on purifie I'ester, 
et ensuite on regen&re l'acide clavulanique ou son sel h partir de 

10 l f ester. On utilise judicieusement comme ester, selon ce mode de 
mise en oeuvre de l f invention, lister benzylique ou un ester 
hydrog&iolysable analogue. 

La forme impure de l'acide clavulanique ou de son sel qui 
doit Stre purifiee selon le present proced£ peut Stre sous forme 

15 d f un solide ou d'une solution qui contient habituellement aussi des 
quantites considerables d'impuretes organiques ou inorganiques. 

L'acide clavulanique ou son sel peut &tre transforme en 
un ester par les reactions d 1 est erifi cation indiquees ci-dessous. 
Le procede prefere de formation de 1* ester requis de l'acide 

20 clavulanique consiste a faire rdagir un sel de l'acide clavulanique 
avec un agent d f esterifi cation tel qu'un halogenure, un ester 
sulfonique reactif ou un agent Equivalent . De telles reactions 
sont frEquemment effectuees dans un solvant organique h constante 
diElectrique. elevee, tel que le dimethylf ormamide, le dimethyl- 

25 formamide/acetone, le dimethylsulf oxyde , le IT-mEthylacEtamide, 
I'hexamEthylphosphoramide et les solvants analogues. 

Si desire, le sel de l'acide clavulanique peut Stre 
dissous dans le solvant d'une maniere classique, ou bien il peut 
§tre fixe sur un support polymfere. Comme supports appropriEs en vue 

30 d'une utilisation dans le procdde selon l 1 invention, on peut 
mentionner les resines echangeuses d 1 anions a base forte, en 
particulier celles possedant une nature macrbreticulaire, qui 
permet l f utilisation de systemes de solvants non aqueux. On a trouve 
que Amber lyst A 26 est approprie h cet effet. Le sel de l'acide 

35 clavulanique peut §tre adsorbe sur la rEsine a partir du filtrat 
de culture et la rEsine peut alors Stre mise en suspension dans du 
dimethylf ormamide contenant de l*iodure de sodium et du bromure de 
benzyle. L'acide clavulanique peut, en variante, 8tre elu£ sur une 



2328045 



V 



colonne au moyen d'une solution d'iodure de sodium dans du 
dimethylf ormamide ou dans un melange de dimethylformami.de et 
d f acetone. L'acide clavulanique dans l'eluat est alors esterifie 
par addition de bromure de benzyle, 
5 Lorsqu'il est forme 9 1 T ester impur de 1* acide clavulanique 

est normal ement purifie* par chr omatographie • Dans de tels modes 
operatoires, l f ester est normalement dissous dans un solvant 
organique tel que 1* acetate d'ethyle, le chlorure de methylene, 
le chloroforme ou des solvants simi.lai.res. La phase solide utilisee 
10 dans le procede chromatographique est normalement une matiere telle 
qu*un gel de silice ou un agent de filtration constitue par un gel, 
tel que Sephadex LH20 ou des matieres chromatographiquement 
similaires. 

Les fractions sortant de la colonne peuvent §tre examinees, 
15 en ce qui conceme la presence d* ester de l'acide clavulanique , en 
utilisant ses proprietes de aynergie ou au moyen d'essais chimiques 
tels que la reaction avec le chlorure de triphenyltetrazolium, 
conoointement h une chromatographie sur couche mince, 

Les fractions actives sont normalement combinees et on 
20 evapore le solvant organique sous pression reduite, 

L* ester resultant de ce procede est generalement d'une 
purete acceptable, mais la matiere peut @tre soumi.se a une nouvelle 
chromatographie, si desird. 

Cet ester purifie de l 1 acide clavulanique peut gtre 
25 transf orme en acide clavulanique ou en sel de celui-ci par les 
procedes decrits dans le brevet beige n° 827 926, 

Un procede particulierement approprie de reobtention de 
1* acide clavulanique ou de ses sels consiste a hydrogener son ester 
benzylique* Ces reactions ont normalement lieu en presence d f un 
30 catalyseur forme pair un metal de transition, en utilisant des 

pressions faibles ou moyennes d'hydrogene. La reaction peut Stre 
effectuee a temperature elevee, ambiante ou reduite, par exemple 
h. une temperature comprise entre 0 et 100°C, Pour des conditions 
reactionnelles particulierement appropriees h une telle hydrogena- 
35 tion, on utilise une pression d'hydrogene leger ement sup^rieure a 
la pression atmospherique , h une temperature approximativement 
ambiante (12k 20°C). La reaction peut §tre effectuee dans des 
solvants classiques tels que des alcanols inferieurs, par exemple 
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l'ethanol. On a trouve qu'un catalyseur particulierement approprie 
est constitue par da palladium sur da charbon. 

Si I'hydrogenation est effectuee en presence d'une base, 
on obtient un sel de l'acide clavolanique ; on obtient par exemple 
5 lo sel de lithium, de sodium ou de potassium si la reaction est 
effectuee en presence de bicarbonate de sodium ou de potassium, ou 
de carbonate de lithium, de sodium ou de potassium. 

L'acide clavulanique ou le sel de celui-ci provenant d'une 
telle reaction est en general d'une bonne purete, par exemple d'une 
10 purete d'au moins 90#, et il peut habituellement Stre produit avec 
une purete pratiquement totale. 

Les exemples non limitatifs suivants decrivent l f invention 
plus en details. 

EXEMPLE 1 

15 On a cultiv£ du Street omvces lumoniinensis NHRL 5741 

pendant 7 jours a 28°C sur des milieux nutritifs formds par des 

coins de g£lose solide de la composition suivante : 

Extrait de levure -Bacto (Difco) 4»0 g/l 

Extrait de malt - Bacto (Difco) 10,0 g/l 

20 Dextrose - Bacto (Difco) 4,0 g/l 

Dissous dans l'eau distillee 

Regler k pH 7,3 et a j outer ensuite 

de la gelose - Bacto 20,0 g/l. 

La culture enlevee par. grattage de ce milieu nutritif 

25 sur coins a ete utilisee directement pour 1' inoculation de 1 00 ml 

de milieu d ! ensemencement contenu dans des flacons coniques de 

500 ml fermes avec des bouchons en mousse plastique. La composition 

du milieu d' ensemencement etait la suivante : 

Tryptone (Oxolde) 5,0 g/l 

30 Extrait de levure 3,0 g/l 

On a sterilise le milieu avant l f inoculation par trait e- 

2 

ment h 1' autoclave sous une pression de 1,05 kg/ cm a 121°0 
pendant 15 minutes .On a soumis a l f incubation le milieu d f ensemen- 
cement h 26°C pendant 65 heures sur un secoueur rotatif h 240 tours 
35 par minute, avec une excentration de 2,5 cm. 

On a utilise des portions de 5 ml du milieu d f ensemence- 
ment pour produire 1* inoculation de portions de 100 ml d f un milieu 
de fermentation contenu dans des flacons coniques de 500 ml fermes 



c 
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au moyen de bouchons en mousse* 

On a utilise trois milieux diff erents de fermentation, la 
composition des milieux etant la suivante : 



Milieu A Glucose 20 g/l 

5 Parine de graines de soja 10 g/l 

CaC0 3 ■ 0,2 g/l 

Na 2 S0 4 0,5 g/l 

CoCl 2 6H 2 0 0,001 g/l 
Complete avec de l T eau distillde. 

10 Milieu B Dextrine 55 g/l 

Parine de graines de soja 20 g/l 

Melasses 20 g/l 

NaH 2 P0 4 1,3 g/i 

KC1 1,0 g/l 

15 Complete avec de l'eau distillee 

Milieu 0 Extrait de levure (Oxolde) 10 g/l 

Scotasol 20 g/l 
Complete avec de l'eau distillee 
pH regl£ k 7 avant sterilisation. 



20 (la farine de graines de soja est le produit vendu sous la 

denomination commerciale Arkasoy 50, par British Arkday Co., Old 
Trafford h Manchester ; Scotasol est la matiere soluble sechee de 
distillation de malt, vendue par Thomas Borthwick Ltd., 
69 Wellington Street a Glasgow, Royaume-Uni . La dextrine est vendue 

25 par C.P.C. (U.K.) Ltd. , Trafford Park, Manchester - Royaume-Uni). 

Tous les milieux de fermentation ont ete sterilises 
avant l f inoculation par trait ement a l 1 autoclave sous une pression 
de 1,05 kg/cm k 121°C pendant 15 minutes. 

On a soumis h 1* incubation les flacons de fermentation h, 

30 26°C sur un secoueur rotatif a 240 tours par minute, avec une 

excentration de 2,5 cm. On a preleve des echantillons de 5 ml aux 
flacons de fermentation dans des conditions steriles le deuxieme 
jour de la fermentation et on a trait e de la maniere suivante : 
On a soumis les echantillons a une centrif ugation a 

35 2200 g pendant 10 minutes et on a conserve la matiere qui surnage. 
Cette matiere surnageante s*est revelee comme ayant une activite 
d 1 inhibition vis-k-vis d'une preparation de P-lactamase de E. coli 
JT4 en utilisant un dosage d 1 inhibition standard de P-lactamase. 
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Un dosage approprie d f inhibition de la P-lactamase est d^crit dans 
le brevet beige n° 827.926. . 

EXEMPLE 2 . 

On a cultive Streptomvces .iumon.linensis NRRL 5741 dans un 
5 milieu A comme ddcrit dans l 1 exemple 1 . On a prelev£ des echantil- 
lons de 5 ml a des intervalles r^guliers pendant toute la fermenta- 
tion en utilisant une technique sterile. La mati&re surnageante 
obtenue par centrif ugation de ces echantillons h 2200 g pendant 
10 minutes a ete testee en utilisant un certain nombre de modes 
10 operatoires decrits en detail ci-dessous. 

(a) On a mesure son activite antibacterienne vis-k-vis de 
Klebsiella aerogenes A par le test de diffusion dans la gelose h 
partir d'un trou creuse dans une plaque. 

(b) On a mesure son activity sur le systeme a la plaque de gelose 
15 KAG- decrit dans le brevet beige n° 827.926. 





Dur£e de fermentation (jours) 


Technique d'essai 


2 3 4 7 


Diametre de zone (mm) sur 




Klebsiella aerosenes 


20,5 17,4 - 


Diametre de zone (mm) dans 




le systfcme KAG 


37,1 26,8 - 



25. On a depos£ localement des echantillons du quatrieme jour 

de cette fermentation sur des bandes d'une largeur de 1 cm de 
papier pour chromatographie Whatman n° 1 . Ces bandes ont ete 
chromatographics pendant la nuit h 4°0 dans les syst&mes 
solvants suivants : 

30 n-butanol/ethanol/eau 4:1:5 en volume/volume (phase sup6rieure) 
n-butanol/acide acetique/eau 12:3:5 en volume/volume. 

Les bandes de papier ont ete sechees et disposeea sur des 
plaques de gelose ensemencees avec Klebsiella aerogenes NOTG 418 
et contenant de la penicilline G- (plaques KAG). Aprfes incubation 

35 des plaques pendant 16 heures a 28°0, on a constate des zones 
d 1 inhibition de croissance* 

Dans les deux systemes solvants, on a constats une seule 
zone d 1 inhibition a Rp 0,72 dans le systeme butanol/acide acetique/ 
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eaa et a 0,25 dans le systeme butanol/ethanol/eau. Les qnt ete 
les mSmes que ceux d'un echantillon authentique d f acide clavulani- 
que lorsqu 1 on 1* utilise dans le meme systeme. 

3XEMPLE 5 

5 On a cultiv£ Streptomyces .iumon.iinensis NBBL 5741 pendant 

7 jours a 26 °C sur un milieu nutritif constitue par de la gelose 
solide en coins contenue dans des bouteilles de Roux. Le milieu de 
gelose £tait : 

Levure-extrait de malt-gelose Bacto 
10 (milieu IS -2) 

(Laboratoires Difco a Detroit, Michigan auz E.tLA. )♦ 
On a ajoute de l'eau sterile desionis^e (100 ml) contenant 
0,05# de Triton X (agent tensio-actif ) dans une bouteille de Roux, 
on a gratte la surface de la culture de maniere h produire une 
15 suspension de spores et de mycelium. On a utilise la suspension 
(100 ml) pour effectuer 1* inoculation du milieu d 1 ensemencement 
(50 litres) contenu dans un fermenteur de 90 litres en acier 
ino^ydable dquipe entiferement avec des chicanes. 

Le milieu d* ensemencement avait la composition suivante : 
20 Tryptone (Oxoid) 5^0 

Extrait de levure (Oxoid) 3,0 
Agent anti-mousse 0,5 
On complete avec de l ! eau du robinet. 

(L 1 agent anti-mousse consistait en 10# de Pluronic L81 
25 (Ugine Kuhlmann Chemicals Ltd) disperse dans de l'huile de graines 
de soja (British Oil & Cake Mills)/ 

On a sterilise le milieu h la vapeur d'eau dans le 
fermenteur avant 1* inoculation. 

Apres I 1 inoculation, on a agite le milieu d 1 ensemencement 
30 en utilisant un rotor a ailettes de 12,5 cm, entraine h 240 tours 
par minute ; on a alimente en air sterile h. raison de 50 litres/ 
minute et on a maintenu la temperature a 26°C. On a poursuivi le 
developpement du milieu d 1 ensemencement pendant 48 heures. 

On a utilise 7,5 litres du milieu d" ensemencement pour 
35 1* inoculation de 150 litres de milieu de fermentation contenu dans 
un fermenteur en acier inoxydable de 300 litres, entierement a 
chicanes • 

Le milieu de fermentation avait la composition suivante : 






g/i 


Glucose monohydrate 


10,0 


Parine de graines de soja 


10,0 


CaC0 5 


0,2 


CoGl 2 6H 2 0 


0,001 


Wa 2 S0 4 


0,5 


Agent anti-mo as se 


0,5 


Complete avec de l'eau da robinet. 





(la farine de graines de soja etait de l r Arkasoy 50, vendu par 

10 British Arkady Co., Ltd, Old Trafford, Manchester). 

L f agent anti-mousse etait le m§me que celui utilise dans 
le milieu d f ensemencement. 

On a sterilise k la vapeur d'eau le milieu contenu dans le 
fermenteur avant 1* inoculation. 

15 Apres l f inoculation, on a agite le milieu de fermentation 

en utilisant un rotor a ailettes d'un diamfetre de 21,5 cm, 
entraine a 340 tours par minute. On a alimente en air sterile k 
raison de 150 litres/minute et on a maintenu la temperature a 26°C 
pendant toute la fermentation de 72 heures. ^ 

20 On a clarifie tout le mo&t de fermentation par centrifuga- 

tion et on a r£gle le liquide clarifie (HO l) k pH 6,2. On a fait 
passer le moftt clarifie sur une resine echangeuse d 1 anions fortement 
basique de Zerolit PP (ip) SRA61 (15 x 130 cm) (Zerolit Ltd U.K.) 
avec un debit de 500 ml/minute. On a lave la colonne avec de l'eau 

25 demineralisee refroidie (15 litres) avec un debit de 500 ml/minute et 
on a ensuite elue avec une solution aqueuse de NaCl 1M avec un debit 
identique, et on a recueilli des fractions de 4 litres. On a 
contrfile les fractions en utilisant la technique de titrage biolo- 
gique standard du trou dans une plaque sur le systfeme de plaque KAG-. 

30 On a combing les fractions (2 k 19) donnant une bonne activite sur 
le systeme KAG-. On a regie les fractions combinees k pH 6,2 et on a 
refroidi et on a fait passer sur une colonne d f Amberlite XAD-4 
(30 x 125 cm). (Kohm & Haas, Philadelphia, U.S.A.) avec un debit de 
500 ml/minute. On a lav£ la colonne avec une solution refroidie de 

35 NaCl 1M (5 litres) et on a alors 6lae avec de l'eau demindralisde, 
k 5°C et avec un debit de 500 ml/minute. On a recueilli des 
fractions de 5 litres en commengant juste avant l*elution complete 
de la solution de NaCl de la colonne. On a combing les fractions 3 k 
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9 contenant de l'acide clavulanique . 

On a concentre les fractions combinees (35 l) en reduisant 
de 10 fois le volume par osmose inverse (Module de laboratoire De 
Danske Sukkerfabrikker, membrane de type 995). Le mode operatoire 
5 consistait h f aire recirculer la matiere retenue h partir d'un re- 
servoir en acier inosydable equipe d'un systfeme de refroidissement 
la soapape de sortie de 1' unite d' ultrafiltration etant reglee de 
man i ere h donner une pression diffdrentielle de 45 atmospheres a 
travers les 40 membranes. La temperature a ete maintenue k une 
10 valeur comprise entre 2 et 5°0 et le pH k 6,8 + 0,1 par addition de 
HC1 2U. On a s^che le concentrd resultant (3»5 l) avec obtention 
d'un solide brun amorphe (34 g) . 

On a purif i£ 2 g de ce solide amorphe par le procedd de 
I'exemple 17 du brevet beige n° 827 926, avec obtention de clavula- 
1 5 nate de sodium tetrahydratd crista! Tin sensiblement pur. On a 

traite 32 g du solide amorphe avec du bromure de benzyle (10 ml) et 
du dimethylformami.de (35 ml) et on a agit£ le melange h la tempera- 
ture ambiante pendant 4 heures. On a £limin6 le solvant sous vide 
avec obtention d'un residu semi-solide. On a ajoute de I 1 acetate 
20 d'^thyle (50 ml) et on a eli mi n6 la matifere solide par filtration. 
On a £vapor£ le filtrat sous vide avec obtention d'une huile. 

On a prepare une colonne Sdphadex LH20 (3,8 x 34 cm) 
(Pharmacia Ltd.) dans un melange de cyclohexane/chloroforme 1:1. 
On a dissous le produit de la benzylation dans un minimum du 
25 melange de cyclohexane/chloroforme 1:1 et on a fait passer sur la 
colonne, qu'on a elude avec le meme melange solvant. On a jete les 
premiers 150 ml d'dluant et ensuite on a recueilli des fractions de 
25 ml. On a v£rifi£ la presence de clavulanate de benzyle par depSt 
localise d'echantillons de 5 ^1 de chaque fraction sur des plaques 
30 constitutes par des couches minces de gel de silice et on a 
developpe les plaques dans un melange de cyclohexane/acetate 
d'ethyle 1:1. On a rendu visible le clavulanate de benzyle par 
pulverisation d'un reactif constitud par du chlorure de triph&nyl- 
tetrazolium. On a compare le avec celui d'un echantillon 
35 authentique de clavulanate de benzyle chromatographic dans les 
memes conditions. (On prepare le reactif formd de chlorure de 
triphenyltetrazolium en mdlangeant une partie d'une solution 
methanolique k 4# de chlorure de triphenyltetrazolium avec une 
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partie de soude caustique 1N) # 

On a combine les fractions (30 a 45) contenant du clavula- 
nate de benzyle et on a evapore sous pression r^duite avec obtention 
d'une huile. 

On a dissous le prodait provenant de la colonne Sephadex 
LH20 dans un minimum de melange de cyclohexane /acetate d'ethyle 1/1 
et on a fait passer sur une colonne de gel de silice (2,5 x 28 cm) 
(Gel de silice Merck. H de quality pour chromatographic sur couche 
mince), pr £paree dans le m§me solvant. On a eiue la colonne avec un 
melange de cyclohexane/acetate d'ethyle 1/1 et on a recueilli 
28 fractions de 7 ml de volume, puis des fractions de 15 ml, Les 
fractions (31 h 33) donnant une couleur rouge lors d'un depfit 
localise sur des plaques de chromatographic en couche mince de gel 
de silice et d'une pulverisation du rdactif forme de chlorure de 
triph^nyltetrazolium ont ete combines et ^vapordes sous pression 
reduite. L'huile resultante a 6t6 soumise h des tests de spectro- 
scopie EMN et IR et les spectres obtenus ont 6*6 identiques h ceux 
obtenus au moyen d'un echantillon authentique de clavulanate de~ 
benzyle, _» 

Preparation de clavulanate de sodium 

On a soumis h I'hydrogenation du clavulanate de benzyle 
(0,5 g de 1' example 3) dans de l'ethanol (20 ml) et de l'eau (5 ml) 
sur un catalyseur a 10# de palladium sur charbon (0,13 g) et du- 
bicarbonate de sodium (0,15 g) pendant 25 minutes h la temperature 
ambiante et a la pression atmosphdrique. On a f litre le catalyseur 
on a lave h l'eau et on a evapore l'ethanol et les filtrats combines 
sous vide. le produit recherche a cristallise dans un melange d'eau- 
acetone sous forme de clavulanate de sodium tetrahydrate. 
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REVEMDI CATIONS 

1. Procede de preparation d 1 acide clavulanique et de ses 
sels, caracterise en ce qu'on effectue la culture d'une souche 

de Streptomvces .iumon.iinensis et en ce qu'on recupere l f acide 
5 clavulanique ou ses sels h partir de la culture, 

2. Procede de preparation d 1 acide clavulanique et de ses 
sels, caracterise en ce qu 1 on effectue la culture de Streptomyces 
j umon.i inensis NRRL 5741 ou d 1 un mutant de celui-ci a rendement 
eleve • 

10 3. Procdd6 suivant la revendication 1 ou 2, caracterise 

en ce qu'on prepare un sel solide de lithium, sodium, potassium, 
calcium, magnesium, baryum, aluminium, ammonium ou ammonium 
substitu£ de 1* acide clavulanique • 

4» Procede suivant la revendication 3, caracterise en ce 

1 5 qu 1 on prepare le clavulanate de sodium tetrahydrate cristallise ou 
le sel de potassium cristallise ou le sel de lithium cristallise. 

5. Procede suivant l'une quelconque des revendications 1 
a 4, caracterise en ce qu 1 on cultive one souche de St rep t omy c es 

.i umoni inensis et ensuite on prelfeve les cellules de Streptomyces 
20 1 umon.i inensis au milieu de fermentation et on extrait le filtrat 
de la culture resultante de maniere a obtenir de l 1 acide clavula- 
nique ou un sel de celui-ci. 

6. Procede suivant la revendication 5, caracterise en ce 
que 1' acide clavulanique ou son sel est extrait par un solvant du 

25 filtrat de culture. 

7* Procede suivant la revendication 6, caracterise en ce 
que le filtrat de culture est refroidi et le pH du filtrat de 
culture, est regie a pH 2-3, puis on extrait d f abord l 1 acide 
clavulanique qui s f y trouvie au moyen d'un solvant organique non 

30 miscible a l'eau, et ensuite on extrait a nouveau au moyen de 
bicarbonate de sodium aqueux,d'un tampon au phosphate acide de 
potassium, d f une suspension de carbonate de calcium ou d 1 eau dont 
le pH est maintenu sensiblement h la neutralise, et on recupere 
1" acide clavulanique ou son sel k partir de l 1 extrait aqueux 

35 . resultant. 

8. Procede suivant la revendication 6, caracterise en ce 
que le filtrat de culture est mis en contact avec une phase 
organique dans laquelle est dissoute une amine insoluble dans l'eau, 
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I'acide clavulanique etant ainsi extrait par la phase organique 
sous forme de sel d' amine, et ensuite on extrait a nouveau I'acide 
clavulanique par une solution aqueuse d'un sel de metal alcalin et 
on recupere I'acide clavulanique ou son sel k partir des extraits 
5 aqueux. 

9. Procede suivant la revendication 5 9 caracterise en ce 
que I'acide clavulanique ou son sel est extrait du filtrat de la 
culture par des proc^des bases sur la nature anionique de I'acide 
clavulanique . 

10 10. Procede suivant la revendication 9, caracterise en ce 

que le filtrat de culture est mis en contact a pH 6-7 avec une 
resine echangeuse d' anions a base faible ou forte jusqu'a ce que la 
resine soit saturee d'acide clavulanique et ensuite on elue avec 
une solution saline aqueuse et on recupere un sel de I'acide 

15 clavulanique h. partir de l'eluant. 

11. Procdd^ suivant la revendication 5, caracterise en ce 
qu'on fait passer une solution aqueuse formee par le filtrat de . 
culture a travers un lit de charbon, en ce qu'on lave ensuite h 
l'eau et qu'on elue avec un solvant aqueux miscible h I'eau. 

20 12. Procede suivant I'une quelconque des revendications 5 

k 11, caracterise en ce qu'on effectue le stade suppl^mentaire 
consistant a relarguer ou h precipiter un. sel insoluble dans l'eau 
de I'acide clavulanique. 

13* Procede suivant la revendication 12 f caract£ris£ en ce 

25 ce que le sel insoluble dans l'eau de I'acide clavulanique est du. 
clavulanate de lithium. 

14. Procede suivant la revendication 12 ou 13, 
caracterise en ce que la precipitation est effectuee en ajoutant 
un solvant insoluble dans l'eau a une solution aqueuse du sel 

30 relativement insoluble dans l'eau de I'acide clavulanique. 

15. Procede suivant la revendication 14, caracterise en 
ce que le relargage du clavulanate de lithium a lieu dans une 
solution aqueuse de clavulanate de lithium en presence d'un compose 
de lithium ionique, par augmentation de la concentration des ions 

35 lithium dans la solution, de telle sorte que la solubility du 
clavulanate de lithium soit fortement d^passee h la temperature 
concern^e. 
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16, Proip6d£ suivant l T ane quelconque des revendications 
5 a 15, caracterise en ce qu'on effectue un stade supplementaire 
consistant k former un ester de l'acide clavulanique d'une maniere 
classique, h purifier 1' ester et a r^generer ensuite l'acide 

5 clavulanique ou son sel a partir de 1' ester. 

1 7. Proced£" suivant la revendication 16, caracterise en ce 
que l 1 ester de l'acide clavulani que est forme par reaction d'un sel 
de l'acide clavulanique avec un halog&iure ou un ester sulfonique 
reactif . 

10 1 8. Procede suivant la revendication 17, caracterise en ce 

que I'halog&iure reactif est du bromure de benzyle. 

19* Procedd suivant l f une quelconque des revendications 
16 a 18 f caracterise en ce que l'acide clavulanique ou son sel est 
r£gen£r£ h partir de 1' ester par hydrogdnolyse. 

1 5 20. Procede suivant l f une quelconque des revendications 

5 19, caract6ris£ en ce qu'on effectue en outre une purification 
supplementaire de l'acide clavulanique ou de son sel par 
chromatographic sur une colonne £changeuse d'ions. 

21. Acide clavulanique et ses sels prepares par le pro- 

20 cede suivant l'une quelconque des revendications 1 a 20. 



